
完全'

实时荧光定量
Y(V

检测有较高的灵敏度和特异性)

C

*

#是

目前检测
%,[B-]+

最常采用的方法)

=B!"

*

'除了适宜的检测

方法#恰当的
-]+

提取方法也是对体内病毒进行准确定量的

关键因素'应用沉淀煮沸法提取
-]+

时因操作步骤较多#所

以影响因素也较多#只有把握好每一步的操作原则#消除各影

响因素#才能得到准确的检测结果'
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!检验技术与方法!

高危人乳头瘤病毒检测在实时多重荧光核酸扩增技术中的意义

杜
!

娟!李晓强#

!刘
!

跃

"湖北医药学院附属太和医院检验部!湖北十堰
77$"""

#

!!

摘
!

要"目的
!

探讨实时多重荧光聚合酶链反应"

Y(V

#检测宫颈脱落细胞内高危型人乳头瘤病毒"

%Y[

#感染的临床意义!

建立快速$准确$适于推广的检测方法%方法
!

采用实时多重荧光
Y(V

技术检测
!:>"

例宫颈脱落细胞高危型
%Y[

"

!>

$

!C

$

#!

$

##

$

#:

$

#=

$

7:

$

:!

$

:$

$

:>

$

:C

$

:=

$

>C

#感染状况%结果
!

!:>"

例患者高危型
%Y[

阳性率为
$!Q

"

#$A

(

!:>"

#%其中宫颈炎$湿疣$

X'*X

$

%'*X

$鳞状细胞癌患者的高危型
%Y[

阳性率分别为
!"<#Q

$

$C<7Q

$

$!<>Q

$

#:<$Q

和
CC<=Q

%结论
!

实时多重荧光

Y(V

技术检测宫颈脱落细胞内高危型
%Y[

感染!具有快速$简便$灵敏$不易污染等优点!适用于大规模筛查和高危型
%Y[

持续

感染监测%

关键词"人乳头瘤病毒&

!

聚合酶链反应&

!

宫颈脱落细胞

!"#

!

!"<#=>=

"

?

<2))@<!>A#B7!#"<$"!$<"7<"#A

文献标识码"

+

文章编号"

!>A#B7!#"

"

$"!$

#

"7B"7>"B"$

!!

人乳头瘤病毒$

%Y[

%是一种双链小
-]+

病毒$约
CS3

%#

目前已鉴定出
!""

余种亚型#其中感染生殖道的亚型有近
#"

种#依其致病性不同分为高危型$

%Y[!>

(

!C

(

#!

(

##

(

#:

(

#=

(

7:

(

:!

(

:$

(

:>

(

:C

(

:=

(

>C

等%和低危型$

%Y[>

(

!!

(

7$

(

77

等%两

大类)

!

*

'高危型
%Y[

持续感染与宫颈上皮内瘤变$

(*]

%及宫

颈癌发病密切相关#检测高危型
%Y[

对宫颈癌的筛查和预防

具有十分重要的意义)

$B#

*

'我们采用实时多重荧光聚合酶链反

应$

Y(V

%#检测宫颈脱落细胞高危型
%Y[

感染#以便建立一

种快速(准确(适于推广的高危型
%Y[

检测方法#为临床提供

有效的辅助诊断依据#实现宫颈癌的早期筛查(及时治疗#提高

治愈率'

?

!

材料与方法

?<?

!

材料

?<?<?

!

标本来源
!

该我院妇科门诊患者共
!:>"

例#年龄
!A

$

>=

岁'

?<?<@

!

仪器与试剂
!

罗氏
X2

J

GH/

L

/1E

实时荧光
Y(V

仪$瑞

士%#

%Y[

荧光
Y(V

检测试剂盒由港龙生物技术有限公司提

供'

?<@

!

方法

?<@<?

!

细胞标本收集
!

检查前
#

天不做阴道冲洗#不使用阴

道内药物#

$7G

内禁止性行为#并在非经期检查'检查时用无

菌棉拭子置于宫颈口处逆时针转
#

圈#停留
!"

秒#取得脱落细

胞#放入含
!MX

无菌生理盐水的样品管中#充分漂洗后#棉拭

子贴壁挤干丢弃'

!#"""5

"

M2@

离心
!"M2@

#弃去上清液#保留

管底沉淀提取
-]+

'

?<@<@

!

-]+

提取
!

在标本沉淀物中加入
-]+

提取液

:"

#

X

#振荡混匀#

!""\

加热
!"M2@

#

!#"""5

I

M

离心
!"M2@

#

取上清液用于
Y(V

检测'

?<@<A

!

Y(V

扩增
!

每次实验必须设阴性(临界阳性及强阳性

对照#处理方法同标本'

Y(V

反应体系为
$:

#

X

#其中待检上

清液
$

#

X

'按以下条件扩增!

:"\$M2@

&

=7\!"M2@

&

=#\

!")

#

:$\#")

#

>$\7")

#共做
7:

个循环&最后
7"\!M2@

'

+

">7

+

国际检验医学杂志
$"!$

年
$

月第
##

卷第
7

期
!

*@H_X03&E;

!

.E35405

L

$"!$

!

[D1<##

!

]D<7



根据设置的基线和阈值#仪器自动显示检测的
(5

值#出现扩增

曲线(

(5

值小于
#A

的检测结果判断为阳性#否则为阴性'此

试剂可一次检测
!#

种高危型
%Y[

$

!>

(

!C

(

#!

(

##

(

#:

(

#=

(

7:

(

:!

(

:$

(

:>

(

:C

(

:=

(

>C

%的感染'

?<@<B

!

病理检查
!

所有患者经阴道镜下行宫颈活组织检查#

以病理结果作为最终诊断结果'

?<A

!

统计学处理
!

采用
&

$ 检验方法#应用
'Y''!#<"

软件进

行统计分析'

@

!

结
!!

果

@<?

!

病理活检结果
!

!:>"

例患者宫颈活组织病理检查结果

如下!宫颈炎
A!!

例#湿疣
$>7

例#低度鳞状上皮内皮病变

$

X'*X

%

$#$

例#高度鳞状$

%'*X

%

#77

例#鳞状细胞癌
=

例'

@<@

!

实时多重荧光
Y(V

结果
!

上述
!:>"

例患者中#高危型

%Y[

阳性率为
$!Q

$

#$A

"

!:>"

%'按宫颈炎(湿疣(

X'*X

(

%'*X

(鳞状细胞癌顺序#高危型
%Y[

阳性率分别为
!"<#Q

(

$C<7Q

(

$!<>Q

(

#:<$Q

和
CC<=Q

#见表
!

'

%'*X

(鳞状细胞癌

中高危型
%Y[

感染率明显高于宫颈炎(湿疣和
X'*X

$

!

$

"<

":

%'

表
!

!!

实时多重荧光
Y(V

检测高危型
%Y[

结果

病理诊断
'

阳性$

'

% 阳性率$

Q

%

宫颈炎
A!! A# !"<#

湿疣
$>7 A: $C<7

X'*X $#$ :" $!<>

%'*X #77 !$! #:<$

鳞状细胞癌
= C CC<=

A

!

讨
!!

论

%Y[

是迄今已明确的人类
-]+

肿瘤病毒之一#宫颈高

危型
%Y[

持续感染与宫颈上皮内中高度瘤样变$

(*]

!$

'

%和
%'*X

密切相关)

7B:

*

#是宫颈癌产生的致病因素)

>

*

'

$""!

年-欧洲生殖道感染和肿瘤研究组织$

ZcVba*]

%子宫颈癌全

球防御大会一致认为!

%Y[-]+

检测是宫颈上皮内瘤变及宫

颈癌筛查的最佳方法&

$""#

年美国
.-+

将
%Y[-]+

检测列

为妇女常规检测项目'

本研究所用实时多重荧光
Y(V

检测试剂的基本原理为基

于多重
Y(V

和荧光
Y(V

技术的核酸扩增方法#经过
7"

次扩

增后#信号可放大数百万倍#可检测低至
!

个拷贝的目的基因#

因而具有更高的检测灵敏度'在本研究的大样本检测结果中#

实时多重荧光
Y(V

检测的高危型
%Y[

的阳性率为
$!Q

#略

低于文献报道的
%($

法阳性率)

A

*

#其原因可能为在宫颈脱落

细胞标本中含有大量的
-]+

聚合酶抑制物$如血红蛋白(宫

颈黏液等%#从而降低了聚合酶的扩增效率'此外#反应体系内

多对引物间的比例也会影响到扩增的灵敏度'但是在检测的

特异度方面#多重荧光
Y(V

高于
%($

法)

C

*

'

宫颈癌的发生与高危型
%Y[

的持续感染及高病毒载量

密切相关)

=

*

'与宫颈癌的发病率相比#高危型
%Y[

的感染率

高得多)

!"

*

#其中大部分妇女为高危型
%Y[

的短暂性感染#通

常在
C

$

!"

个月左右自行消除#仅有少数妇女持续感染乃至发

展成为宫颈癌)

!!

*

'本研究结果显示#

%'*X

(鳞状细胞癌患者

中高危型
%Y[

感染率明显高于宫颈炎(湿疣和
X'*X

等良性

疾病患者'可见#高危型
%Y[

的定期筛查是确定有否高危型

%Y[

持续感染的必要手段#对识别和监测
%Y[

感染的高危

人群(预防宫颈癌的发生(治疗癌前病变以及复发监测具有重

要的临床意义'本研究所用实时多重荧光
Y(V

检测试剂对

!#

种高危型
%Y[

$

!>

(

!C

(

#!

(

##

(

#:

(

#=

(

7:

(

:!

(

:$

(

:>

(

:C

(

:=

(

>C

%的检测是在同一反应管中完成#操作简便#省时省力#扩增

后无需开盖检测#不易污染'所用样本为宫颈脱落细胞#取样

方便#无痛苦#患者易于接受#是一种较好的无创检查方法'

综上所述#实时多重荧光
Y(V

技术具有简便(快速(不易

被污染(取样方便等优势#适合大批量标本检测和高危人群普

查#可作为
%Y[

定期筛查的推荐方法#对预警癌变倾向#及时

发现(预防和指导治疗早期癌变有重要价值'
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